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1. 1 Epidemiologia de cáncer de vejiga 
 
En el mundo occidental el cáncer de vejiga es el sexto tipo de cáncer más 
común en hombres o el cuarto si tenemos en cuenta los que se encuentran en un 
estadío Ta, seguido del cáncer de próstata, pulmón y colon, mientras que en mujeres se 
encuentra en el noveno lugar. A nivel mundial el cáncer de vejiga ocupa la séptima y 
decimoséptima posición en hombres y mujeres respectivamente. En estudios llevados 
a cabo a nivel de Europa y Estados Unidos se estima que el riesgo de desarrollar un 
cáncer de vejiga a una edad menor de 75 años se encuentra entre el 2 y el 4% en 
hombres mientras que en mujeres es un 0,5-1%. La edad media de diagnosis está entre 
los 65 y 70 años(1). 
 
De los 70.000 casos nuevos calculados al año en Europa, alrededores de 53.000 
corresponden a hombres y alrededor de 18.000 a mujeres, sin embargo de las 15.000 
defunciones calculadas al año por cáncer de vejiga más de 10.000 corresponden 
hombres y menos de 5.000 a mujeres. Esto da lugar a unos ratios de mortalidad por 
año que varían entre 2 y 10 por cada 100.000 habitantes en el caso de los varones y 
entre 0,5 y 4 para las mujeres. En estados Unidos se dan un total de 74.000 casos 
nuevos al año y unas 16.000 defunciones(2). Respecto a Europa, la Agencia 




Figura 1: Incidencia y mortalidad del cáncer de vejiga en Europa por cada 100.000  habitantes en 2008  A/ en hombres y B/ en mujeres. Datos procedentes de la agencia internacional de Investigación contra el cáncer. Disponible en http://globocan.larc.fr 
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En España, el cáncer de vejiga presenta una alta incidencia en comparación con 
otros países europeos. Ocupa el primer lugar si se tiene en cuenta sólo a la población 
masculina, con un alta incidencia, de 11585 casos y una mortalidad de 4102 pacientes 
en 2012(3). En ciertos estudios que evalúan esta situación se postula que este hecho 
puede deberse a un mayor consumo por parte de los españoles de tabaco negro, 
también puede existir la posibilidad de que se deba a la explotación minera e industrial 
presente en algunas regiones de España.  Como puede verse en la figura 2 las regiones 
de Huelva, Sevilla y Almería son las más afectadas coincidiendo con la localización de 
las muertes por cáncer de pulmón, por lo que se podría explicar con el consumo de 
tabaco. En la región de Cardona, Suria, Salllent o Balsareny o Llobregat, conocidas por 
su actividad minera y textil, vemos que se encuentra aumentada la incidencia del 
cáncer de vejiga. También existen ciertas regiones como la de Vallés/Maresme en las 
que se observa cierto patrón únicamente en mujeres, debido posiblemente a que el 









Las proyecciones en España hasta el año 2022 revelan resultados diferentes 
según el sexo, ya que en las mujeres se prevé un aumento de la incidencia, con un 
porcentaje anual de cambio del 19,24% (periodo 2008-2022), mientras que en los 
varones no se producirá un descenso significativo del número de casos (3). 
 
Aproximadamente el 75% de los pacientes diagnosticados tienen un cáncer no 
invasivo (pTa-pT1) con un alto ratio de recurrencia y progresión a pesar de haber 
recibido terapia local, entre ellos, aproximadamente el 70% presentan una lesión Ta, un 
Figura 2: Distribución de las muertes producidas por cáncer de vejiga entre 1989 y 1998 en España. Como puede verse existe un aumento de la mortalidad en mujeres en zonas asociadas con la industrialización textil de Cataluña y de hombres en las zonas mineras de Huelva, Almería y Cádiz. Imagen tomada de Lopez-Abente G, Aragones N, Ramis R, Hernandez-Barrera V, Perez-Gomez B, Escolar-Pujolar A, et al. Municipal distribution of bladder cancer mortality in Spain: possible role of mining and industry. BMC Public Health. 2006;6:17. 
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20% son T1 y el 10%   presentan carcinoma in situ . El 25 % restante son cánceres que 
presentan invasión en la capa muscular (pT2-pT4) y por lo tanto es necesaria cirugía 
(cistectomía) o tratamientos basados en radioterapia(5). 
 
Como consecuencia, el tumor vesical no músculo invasivo (TVNMI) es una 
enfermedad crónica que puede presentar eventos oncológicos a lo largo del tiempo 
que requieran la administración de repetidos tratamientos, tanto quirúrgicos como 
médicos, por lo que es el tumor que presenta el coste más elevado de tratamiento de 
por vida por paciente, superando a tumores como el colon, mama, próstata y pulmón, 
ocupando los primeros lugares en cuanto a los gastos totales en atención médica 
(6)(7)(8).  
 
El coste del cáncer de vejiga en Europa se estimó en unos 4,9 billones de euros 
en 2012, de los cuales 2,9 billones (59%) corresponden a un gasto del sistema sanitario. 
Este gasto representa el 5% del presupuesto total destinado al cáncer en Europa, 
aunque es una cifra muy variable dependiendo del sistema sanitario del país (9). 
 
1.2. Características clínico-patológicas y biológicas del cáncer de 
vejiga 
1.2.1  Estadio tumoral (sistema TNM) y grado tumoral (OMS1973) 
 
 Actualmente el estudio morfológico del tejido, así como sus estructuras 
adyacentes es la técnica principal en la clasificación de los cánceres uroteliales. Según 
estos criterios podremos clasificar el cáncer en diferentes grupos (Figura 3) con 














 Figura 3: Estadíos del cáncer de vejiga. En esta figura se detallan los diferentes estadíos en función a su grado de invasión en las capas de la vejiga, imagen tomada de la fuente: http://actionbladdercanceruk.org/grading-and-staging/ 
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 En el caso del cáncer de vejiga la clasificación más empleada es el sistema TNM Tabla 
1, que valora la extensión del propio tumor (T, tumor primario), los ganglios linfáticos 





 Carcinoma in situ (pTis): El carcinoma in situ  es un tumor que se presenta en el 
25% o más de los pacientes con tumores superficiales de alto grado. Se 
caracteriza por su desorden estructural. Presenta una anaplasia nuclear idéntica 
al tumor de alto grado. Las mitosis atípicas son muy frecuentes. Estos cambios 
epiteliales pueden darse en todo el espesor urotelial o en la membrana basal. 
La lámina propia suele presentar un infiltrado inflamatorio, edema y congestión 
vascular. Las células son aneuploides (10)(3)(11) (Figura 4A) 
 
 
Tabla 1: Clasificación TNM de los tumores de vejiga en función de su grado de invasividad, presencia en los ganglios linfáticos y metástasis a distancia. 
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 pTa: Más del 60% de las neoplasias de vejiga se presenta como tumores 
papilares no invasivos (pTa), mientras que entre el 10-20% de los carcinomas 
muestran una mínima invasión del estroma subepitelial (pT1). 
Estas dos etapas generalmente se clasifican juntas como tumores 
superficiales de vejiga no invasivos, sin embargo existen diferencias entre 
ambos. Está demostrado que, a pesar de las similaridades clínicas, los pTa y los 
pT1 presentan diferencias biológicas que permiten a los pT1 crecer 
invasivamente como puede ser la activación de oncogenes como p53, c-myc, o 
FGFR3 (12). 
 
 pT1: Se considera este grado cuando existe una invasión de la lámina propia. 
Los cambios morfológicos que pueden observarse son artefactos de retracción, 
presencia de células tumorales individuales, desmoplasia o eosinofilia 
citoplasmática. Ciertos estudios reflejan que hasta un 35% de los carcinomas en 
estadío pT1 se clasifican de manera errónea hacia pTa debido a su similaridad 
(13). 
La subestratificación de la profundidad de la invasión de la lámina propia en 
invasión sin sobrepasar la muscularis mucosae(MM) (pT1a) o más allá de la MM 
y del plexo vascular (pT1b), tampoco ha ofrecido beneficios.(Figura 4B) 
 
 pT2: Este estadío se da cuando existe una invasión de la muscularis propia (MP). 
En estos casos hacer una distinción correcta entre la invasión de la MM y la MP 
es de vital importancia para posteriores decisiones terapéuticas. La invasión de 
la MP se divide a su vez en dos categorías, superficial (pT2a) y profunda (pT2b). 
El reconocimiento de invasión que atraviese la MP no es posible de reconocer 
mediante las biopsias obtenidas por resección transuretral (RTU) ya que en 
estas solo se puede extraer una porción de la MP. Sin embargo el hecho de ser 
un pT2a o pT2b no tiene influencia en la supervivencia del paciente (14).(Figura 
4C)  
 
 pT3: Se considera este estadío cuando el tumor invade la grasa que existe de 
manera periférica a la vejiga. Existe a su vez una subdivisión del estadío en pT3a 
cuando la invasión de la grasa periférica puede observarse mediante un 
microscopio o pT3b cuando esta grasa es macroscópica y puede verse mediante 
técnicas de imagen o ser palpada por un cirujano  
Se ha estudiado que la subdivisión de pT3 tampoco ofrece información 
sobre la prognosis, siendo la presencia de invasión en un nódulo linfático o la 
presencia de márgenes quirúrgicos, los únicos criterios para evaluar esto. 
(15)(Figura 4 D) 
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 pT4:En este estadío se invaden los órganos periféricos superando la capa de 
tejido adiposo. Puede afectar a varios tipos como son el estroma de la próstata, 
las vesículas seminales, el útero, la vagina, la pared pélvica o la pared 
abdominal. A su vez, el estadío pT4 se puede subdividir en pT4a en el cual la 
expansión del tumor se produce a órganos cercanos (la próstata, el útero o la 
vagina) o pT4b donde el tumor se ha propagado a la pared pélvica o 
abdominal.(13) (Figura 4E y Figura 4F) 
 






































Figura 4: Imágenes histológicas de los diferentes estadíos del cáncer de vejiga A) Carcinoma in situ de vejiga con denudación en su superficie B) Carcinoma en estadío pT1 invadiendo la lámina propia C) Carcinoma en estadío pT2 con invasión en la muscularis propia  D) Carcinoma de vejiga en estadío pT3 con invasión microscópica de la grasa periférica E) Carcinoma de vejiga en estadío pT4 con un fuerte infiltrado inflamatorio F) Invasión del tumor hacia tejido periprostático . Imagenes tomadas de Cheng L, Montironi R, Davidson DD, Lopez-Beltran A. Staging and reporting of urothelial carcinoma of the urinary bladder. Mod Pathol. Nature Publishing Group; 2009;22 Suppl 2(S2):S70–95. y: Mark Soloway SK. Bladder cancer. 2o ed. ICUD; 2012.  
 7 Rafael Sánchez Sánchez  
Con respecto a la gradación, ésta se define como un sistema de clasificación basado en 
la diferenciación celular, la arquitectura tisular y el grado de mitosis (16). En 1973 la 
OMS propuso una clasificación basada en el grado de anaplasia celular, siendo en la 
actualidad la clasificación más utilizada. Divide a los tumores en , moderadamente y 




 El grado G1 o tumor bien diferenciado (OMS 1973): se define como un urotelio 
engrosado que tiene más de 7 capas de células y éstas sólo muestran anaplasia 
y pleomorfismo leves. La alteración de la maduración celular desde la base 
hasta la superficie es leve y existen muy pocas figuras mitóticas de localización 
basal. Cuando están limitadas sólo a la mucosa también se les llama tumores 
uroteliales papilares de bajo potencial maligno (OMS 2004) (16)(17). 
 
 Los tumores moderadamente diferenciados grado 2 (OMS 1973): tienen un 
centro fibrovascular más ancho, una alteración mayor de la maduración celular 
desde la base hasta la superficie y pérdida de la polaridad celular. El cociente 
núcleo/citoplasmático es mayor que el anterior grado y presenta mayor 
pleomorfismo nuclear y nucléolos prominentes(16)(17). 
 
 Los tumores pobremente diferenciados grado 3 (OMS 1973): se caracteriza por 
presentar células que no se diferencian a medida que progresan desde la 
membrana basal hasta la superficie. Se observa un pleomorfismo nuclear 
pronunciado, con un cociente nucleocitoplasmático alto (16)(17). 
 
 
1.3 Tablas de riesgo: criterios EORTC 
 
Debido a la alta tasa de recurrencia que existe en el cáncer de vejiga, se han 
llevado a cabo una gran cantidad de estudios con el fin de establecer un método que 
nos permita predecir el riesgo de un paciente a sufrir recidiva o progresión. La 
European organisation for research and treatment of cancer (EORTC) en 2006 publicó 
unas tablas predictivas de puntuación para valorar la probabilidad de recidiva y/o 
progresión a los 5 años de pacientes con tumores vesicales Ta/T1 a los cuales no se les 
realizó una segunda RTU y se les aplicó terapia de mantenimiento con el bacilo de 
Clamette Guerin (BCG).  Con este tipo de herramienta, se permite a los urólogos 
calcular fácilmente la probabilidad de recurrencia y progresión  entre después de una 
RTU basándose en los siguientes factores clínicos y patológicos rutinarios. (18) 
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• Número de tumores iniciales 
• Tamaño del tumor 
• Categoría T 
• Presencia de carcinoma in situ 
• Recurrencias anteriores
 
 Este modelo devuelve al usuario un resultado o score en forma de porcentaje 
que indica el riesgo de recidiva y progresión. Este método supone una ayuda en la 
determinación de un tratamiento post-RTU más efectivo así como la frecuencia y el 





1.4 Sintomatología asociada al cáncer vesical  
El síntoma más común presente en el cáncer de vejiga es una hematuria que 
cursa sin dolor en un 85% de los pacientes, aunque para ser más exactos se podría 
decir que todos los pacientes de cáncer de vejiga presentan microhematuria. (1) 
Figura 5: Imagen del software de EORTC 1.0 de 2006 en la que se muestran 6 opciones diferentes a completar por el usuario entre las que se encuentran: Anteriores recurrencias, numero de tumores, diámetro del tumor, categoría, grado y existencia de CIS. El programa devuelve probabilidad de recurrencia y progresión en 5 años. Imagen obtenida dehttps://www.eortc.be/tools/bladdercalculator/ 
 9 Rafael Sánchez Sánchez  
La hematuria macroscópica es la razón de la detección de gran parte de los 
cánceres de vejiga, de hecho en ciertos estudios se ha cuantificado que un 15-28% de 
los pacientes que presentan hematuria macroscópica han desarrollado finalmente un 
cáncer de vejiga. Aún con la presencia de esta hematuria es necesario el examen 
mediante una cistoscopia para confirmar el diagnóstico.  
En otros casos puede producirse una hematuria microscópica, aunque esta se 
da en un 13% de la población de manera asintomática. Mohr et al (19) mostró  que de 
246 pacientes con hematuria microscópica 16 de ellos desarrollaron un cáncer de 
vejiga, también asociando la cantidad de células de la serie roja encontrada por campo 
con la probabilidad de desarrollar la enfermedad.  
Otros síntomas que pueden presentarse en el cáncer de vejiga son la 
irritabilidad en la micción, frecuencia urinaria, urgencia y disuria. Estos signos son los 
segundos más comunes en el cáncer de vejiga y suelen encontrarse asociados a la 
presencia de un carcinoma in situ (20).  
 
 Otros signos menos comunes pueden ser dolor lateral debido a una obstrucción 
uretral, edema en las extremidades inferiores o masa pélvica palpable. En el caso de 
que la enfermedad se encuentre en estado avanzado pueden presentarse con pérdida 
de peso abdominal o dolor óseo debido a la metástasis a distancia. Sin embargo estos 




En gran parte de los casos una hematuria macroscópica, junto con los anteriores 
síntomas nombrados es lo que orienta al médico hacia un diagnóstico de cáncer de 
vejiga, sin embargo es necesario el uso de otras técnicas complementarias. 
Aunque el diagnóstico por biomarcadores empieza a emerger, todavía es 
necesario el uso de técnicas de imagen que nos permitan visualizar el tumor para 
confirmar el diagnóstico, Las técnicas de diagnóstico por imagen utilizadas 
principalmente son la ecografía y la cistoscopia, acompañadas de la citología urinaria: 
  Ecografía: este método permite la evaluación de las vías urinarias sin la 
necesidad del uso de contrastes. Además las continuas mejoras de estos 
equipos permiten una mejor visualización de las vías urinarias superiores y la 
vejiga. Con este método podemos visualizar masas renales, hidronefrosis o 
defectos de llenado intraluminales de la vejiga. (Figura 6)(21) 
 





 Citología: La citología ofrece la posibilidad de un diagnóstico menos invasivo 
para los pacientes. Se basa en  la visualización microscópica de las células 
cancerígenas en muestras de orina. Los tumores T0 yT1 ceden menor número 
de células a la orina respecto a los cánceres invasivos por lo que la sensibilidad 
del método para detectar los tumores de bajo grado es menor (20-40%). 
Además esta técnica de diagnóstico es bastante lenta y  es susceptible a una 
variación inter observador. Este tipo de ensayo puede mejorar su sensibilidad si 
se combina con inmunofluorescencia mediante anticuerpos monoclonales, sin 
embargo aumenta enormemente su coste y el riesgo de falsos positivos.(22) 
 Cistoscopia: Las cistoscopia es un procedimiento que se basa en la introducción 
de un cistoscopio por la uretra hasta llegar a la vejiga donde puede se puede 
visualizar si existe algún tumor o incluso tomar una biopsia para un posterior 
estudio de anatomía patológica. La cistoscopia es un proceso que requiere 
anestesia al paciente, sin embargo, es muy invasivo y en algunas ocasiones es 
incapaz de detectar tumores superficiales pequeños y tumores pTis. Este 
método puede mejorar su sensibilidad si lo usamos en combinación con el 
sistema photodynamic diagnostic cystoscopy (PDD) que se basa en la 
administración de 5-aminomevulinato (5-ALA), lo que causa un rápido 
incremento de protoporfirina IX que se ilumina cuando luz azul incide sobre 
ella.(15) (Figura 7) 
 
      
 
 
Figura 6: Imagen ecográfica de la vejiga, en ella se puede distinguir claramente la presencia de un tumor que crece de manera concéntrica. Imagen obtenida de: http://urologovalladolid.com/exploraciones-diagnosticas/ 
 











El manejo de inicio de un cáncer vesical consiste en la RTU de todas las lesiones 
visibles en la mucosa vesical. La muestra resecada debe incluir la parte exofítica del 
tumor, la lámina y la MP, lo que permite también realizar posteriormente el 
diagnóstico. 
 En esta operación se realiza un extirpado del tumor junto con una parte del 
tejido circundante gracias a un resectoscopio que consta con un asa incandescente, 
una palanca para mover el asa y un controlador del flujo que permite la entrada y 
salida de líquido, lo que reduce la presión intravesical y proporciona mejor visión al 
cirujano (23) Figura 12. Para llevar a cabo esta operación el cirujano se guía gracias a 
una imagen por cámara que es introducida por la uretra junto con el asa de resección.  
Diversos estudios comprobaron que después de un resecado inicial el riesgo de 
recidiva en un seguimiento a lo largo de 20 años fue del 80% (24).  Como consecuencia 






Figura 8 : Procedimiento de RTU, e A) se puede observar un tumor papilar de cáncer de vejiga a punto de ser extirpado por medio de una RTU. B) Esquema del procedimiento en general. Imagen tomada de  http://www.ivuweb.com/instituto-valenciano-de-urologia/  y  http://www.urologosmalaga.com/ respectivamente. 
Figura 7: Sistema PDD, en esta imagen podemos ver como las lesiones cancerosas se muestran en rojo cuando se administra 5-ALA al paciente que rápidamente pasa a PPIX y es iluminado con luz azul. Imagen tomada de: Mark Soloway SK. Bladder cancer. 2o ed. ICUD; 2012.  
 
A) B) 
 12 Rafael Sánchez Sánchez  
Diversos estudios notifican una reducción del 32% del riesgo de recidiva cuando 
se trataba a los pacientes con administraciones periódicas del BCG durante un periodo 
de 1 año como mínimo. Está demostrado su efecto positivo en la demora de la recidiva 
y el avance tumoral (25).  
 Respecto al mecanismo de acción del BCG, sus moléculas se unen a la 
fibronectina creando complejos fibronectina BCG. Las células presentadoras de 
antígenos en el urotelio pueden fagocitar estos complejos y presentar el antígeno a los 
linfocitosT CD4+ BCG-específicas, además se reclutan citoquinas proinflamatorias lo 
que resulta en una inmunidad Th1 predominante con un reconocimiento aumentado 
de las células tumorales por parte de los linfocitosT CD8+, macrófagos o natural killers 
(26). 
 En el caso de pacientes con tumores múltiples o recidivantes se puede optar por 
quimioterapia intravesical con tiotepa, mitomicina C o doxorubicina, al ser los de mayor 
poder citotóxico. Generalmente se realiza una instilación cada semana durante un mes 
y seguidamente mensual durante un año. (27).  
En cuanto a la cistectomía radical o segmentaria este tratamiento se indica con 
poca frecuencia para estadíos bajos. Solo se aplica una cistectomía radical en aquellos 
pacientes que poseen un tumor superficial extendido o resistente al tratamiento (2). La 
cistectomía radical va acompañada de los ganglios linfáticos pélvicos, la vejiga, los 
tejidos perivesicales, la próstata y las vesículas seminales en los hombres, mientras que 
en las mujeres se lleva a cabo una extirpación del útero, las trompas de Falopio, los 
ovarios y la pared vaginal anterior (28). 
En el caso de la radioterapia es una opción que produce una supervivencia a 5 
años de aproximadamente 30-40%. Estos resultados mejoran con la combinación de 
quimioterapia en cuanto a riesgo de recaídas locales, sin embargo no existe un 
aumento de la supervivencia ni de la calidad de vida con este tratamiento.  
1.7 Factores de riesgo 
 
Los factores de riesgo en el cáncer de vejiga se clasifican como predisposiciones 
genéticas o exposiciones externas. Actualmente una gran cantidad de estudios han 
conseguido asociar en cierta medida el cáncer de vejiga a múltiples factores de riesgo, 
donde cada factor de riesgo tiene un impacto diferente en la incidencia y fisiopatología 
del cáncer de vejiga. 
 
1.7.1 Género y raza 
 
Se ha comprobado que existe una menor incidencia en el cáncer de vejiga en el 
género femenino, sin embargo, existe un mayor ratio de mortalidad que en hombres. 
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Anteriormente se pensaba que la mayor incidencia en varones se debía a su mayor 
exposición a diferentes compuestos carcinogénicos como el tabaco o productos de la 
industria, sin embargo todavía es desconocido por que los índices de mortalidad son 
mayores en mujeres. También se ha demostrado que las mujeres que han tenido hijos 
tienen un riesgo menor de padecer cáncer de vejiga frentes a las mujeres sin hijos, por 
lo que se piensa que este hecho puede tener un origen hormonal(29). 
  
En una serie de experimentos con ratas, un grupo fueron tratadas con 
hormonas androgénicas y otro con hormonas estrogénicas. Las ratas tratadas con 
hormonas androgénicas desarrollaban más tumores de vejiga, por lo que se plantea 
que las hormonas androgénicas estimulan (o por lo menos no inhiben) la oncogénesis, 
mientras que las hormonas estrogénicas hacen lo contrario(30). 
 
En cuanto a la raza, los afroamericanos muestran una menor incidencia (13 por 
cada 10.000 habitantes) en comparación con los individuos caucásicos (22 por cada 
100.000 habitantes). Sin embargo el diagnóstico se suele realizar en estadios avanzados 
de la enfermedad, por lo que la esperanza de vida es menor (31). La incidencia superior 
entre Europeos y Americanos comparados con Africanos está limitado a tumores 
superficiales, teniendo un riesgo similar de cáncer invasivo.(1) 
  
1.7.2 Susceptibilidad genética. 
 
Existen algunos factores genéticos como variantes del N-acetil transferasa 
(NAT2) y genotipos con defectos de glutation S-transferasa (GSTM1) que han sido 
reconocidos como factores de riesgo de cáncer de vejiga. Estas variaciones genéticas 
confieren una susceptibilidad individual a ciertos factores extrínsecos, principalmente 
el tabaco, ya que estas enzimas se encargan de la detoxificación de ciertos 
carcinógenos. La acetilación es importante en procesos de detoxificación de aminas, 
por ello mutaciones en la NAT2 conducen a un fenotipo de acetilación lenta que 
provoca una peor eliminación de los carcinógenos del tabaco (32)(33). 
 
Se han llevado a cabo grandes estudios de GWAS (Genome wide association 
study) en los que se ha demostrado que ciertas variantes como puede ser 4p16.3 se 
asocian al cáncer de vejiga. 
A su vez, su loci está cercano al oncogén FGFR3 que se conoce como uno de los genes 
que puede encontrarse mutado en el cáncer de vejiga. La mutación en este gen 
provoca que el receptor FGFR3 se encuentre activado de manera constitutiva (34). 
Existen además gran cantidad de genes como: APAF1, APC, SFRP1 que pueden tener 
alterado su patrón de metilación. Esto puede conducir al desarrollo de la patología y 
también se puede asociar a la recurrencia, progresión y supervivencia en función de si 
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Por todo esto podemos concluir que la susceptibilidad genética en el cáncer de 
vejiga existe de manera directa y de manera indirecta aumentando el riesgo de padecer 





El tabaco se ha reconocido como el factor de riesgo más importante en el 
cáncer de vejiga. Se estima que la mitad de todos los cánceres de vejiga se presentan 
por el hábito de fumar cigarrillos aumentando el riesgo de la patología entre 2 y 4 
veces por encima del valor de riesgo inicial de una persona.  El tabaco contiene entre 
otras sustancias aminas aromáticas, como beta-naftilamina o hidrocarbonos 
aromáticos policíclicos que contribuyen a la aparición de esta patología.  Este tipo de 
sustancias se excretan por la vía renal produciendo de esta manera su efecto 
carcinogénico a través del sistema urinario. La diferencia de la incidencia del cáncer de 
vejiga en hombres y mujeres se ha asociado a los diferentes patrones tabáquicos a lo 
largo de la historia. No obstante, aún se desconoce cómo afecta el tabaco al desarrollo 
de la patología considerando las diferencias hormonales entre sexos (36). 
 
El riesgo de cáncer de vejiga se ha visto que se encuentra asociado a su vez en 
mayor o menor medida al tipo de tabaco que se consuma. Se ha comprobado que el 
riesgo de fumadores de tabaco negro es mayor que el de fumadores de tabaco rubio, 
ya que el primero contiene una mayor concentración de N-nitrosamina y 2 naftil-
Figura 3. Esquema de genes que poseen un patrón de metilación alterado en el cáncer de vejiga. Estos genes pueden encontrarse asociados a la recurrencia, progresión o supervivencia. NMIBC (cáncer de vejiga no músculo-invasivo) MIBC: (cáncer de vejiga músculo invasivo). FGFR3wt : Gen no mutado, FGFR3m: Gen mutado. Imagen tomada de Kandimalla R, van Tilborg A a, Zwarthoff EC. DNA methylation-based biomarkers in bladder cancer. Nat Rev Urol . Nature Publishing Group; 2013;10(6):327–35. 
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amina. (37) 
 
En estudios en los que se investigaba la exposición ambiental al humo del 
tabaco se vio una incidencia significativamente superior en mujeres expuestas al humo 
del tabaco durante la adolescencia y el principio de la adultez.  Este efecto es 
generalmente más fuerte en mujeres, y sobre todo en aquellas que nunca han fumado 
(38). 
 
Por todo esto, el cese del hábito tabáquico supone un beneficio para la aparición, 




1.7.4 Riesgo ocupacional 
 
Trabajos que se ven asociados a la exposición continua de diversos elementos 
carcinógenos también pueden ser un factor de riesgo para el cáncer de vejiga. Se 
estima que alrededor de un 20% de los tumores de vejiga se deban a la exposición, 
generalmente en áreas industriales, de compuestos presentes en el procesamiento de 
la pintura, metal, y productos derivados del petróleo.  En los últimos años el aumento 
de las medidas de seguridad en los trabajadores ha reducido la exposición a los 
carcinogénicos haciendo que este factor sea menos importante (39). 
 
 
1.7.5 Factores dietéticos 
 
Como en muchos otros tipos de cáncer, los aspectos nutricionales han sido 
evaluado para el cáncer de vejiga.  Diversos estudios revelan que no existe una relación 
entre la toma de fluidos y el riesgo de padecer cáncer de vejiga gracias a un estudio de 
seguimiento de 250.000 individuos a lo largo de nueve años(40). 
 
En cuanto a la ingesta de café, recientemente se ha evaluado el consumo de 
café frente a un grupo control encontrándose solo un pequeño incremento del riesgo 
en los consumidores habituales de café(41). En el caso del alcohol no se ha visto riesgo 
de cáncer de vejiga asociado con la ingesta de éste.  
 
 En el caso de alimentos puede observarse que en otros tipos de cáncer el 
consumo de carne se ha asociado con una elevación del riesgo, mientras que un 
consumo habitual de fruta y verdura se asocia a un efecto beneficioso, sin embargo en 
el cáncer de vejiga estas afirmaciones no se encuentran confirmadas(42). 
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También se han visto pequeñas diferencias de riesgo entre consumidores de 
grasas siendo los de menor riesgo los consumidores de grasas vegetales y aquellas que 




 La metabolómica es una de las ciencias ómicas más recientes en el mundo de la 
ciencia y se basa en el estudio sistemático de los metabolitos o productos que generan 
las células de un organismo. Los metabolitos son productos de interacciones que 
dependen de las proteínas y el genoma de un individuo, por ello la evaluación del 
conjunto de todos los metabolitos de un organismo (metaboloma) puede darnos 
información muy valiosa sobre un fenotipo. 
Actualmente el cáncer debe ser considerado también como una enfermedad de 
carácter metabólico ya que los tumores en proceso de crecimiento poseen un 
programa metabólico alterado para conseguir suplir la demanda bioenergética y 
biosintética durante la proliferación celular (44). 
Ya en 1920, el grupo del doctor Warburg descubrió que existen diferentes modos 
de producción energética en las células tumorales frente a las células sanas.  En estas 
células tumorales se veía una gran conversión del piruvato a ácido láctico, dando así 
una producción de energía de manera anaeróbica, esto fue llamado en su momento 
Efecto Warburg(45). Las células tumorales podrían utilizan de manera primordial este 
tipo de vías debido a una serie de razones: 
 Generación rápida de ATP: Se sugiere que el metabolismo anaeróbico de las 
células tumorales permite generar más rápidamente el ATP necesario para el 
gran gasto metabólico presente en este tipo de células. Sin embargo no está 
claro que los niveles de ATP puedan ser un limitante para el ciclo celular, incluso 
ciertas células activan vías catabólicas cuando su ratio ATP/ADP es bajo (46). 
 Optimización de recursos: Cuando existen bajas concentraciones de sustrato, la 
célula necesita de una vía catabólica altamente eficiente para sobrevivir. Sin 
embargo cuando la célula se encuentra en un microambiente rico en 
nutrientes, el hecho de desarrollar la una vía compleja catabólica le resulta más 
“caro” energéticamente hablando, que una vía más simple en su desarrollo. 
 Minimización del especies reactivas de oxígeno (ROS): El uso de la glucolisis 
como vía productora de energía permite una protección de las células 
tumorales de las especies reactivas de oxigeno ROS, que se pudieran generar 
mediante un metabolismo de fosforilación oxidativa.  Además el consumo de 
glutamina y glucosa permite la creación de NADPH, del cual es dependiente la 
regeneración del glutatión como agente antioxidante.  
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 Uso funcional del lactato. Ciertas fuentes postulan la teoría de que las células 
tumorales utilizan el lactato producto de su metabolismo para ser excretados 
por los cotransportadores MCTs (monocarboxylate transporter) que pasan al 
exterior de la célula una molécula de lactato junto con un ion de hidrógeno. El 
resultado global es una acidificación del medio que puede matar a las células 
normales y dar espacio al tumor para reproducirse e invadir nuevos tejidos. (44) 
 
Aunque esta regla generalmente se cumple para muchos tipos de cáncer se ha 
descubierto que el ATP producido por efecto Warburg no supera el 10% en algunos 
tipos de cáncer frente al 50-70% esperado, siendo la respiración mitocondrial la 
principal fuente de energía en las células tumorales(44).    
En algunos estudios llevados a cabo en orinas analizando su perfil metabolómico se ha 
descubierto ciertos metabolitos diferenciales en el tejido tumoral de la vejiga (Figura 
10)(47). En ella podemos  ver como ciertas especies sobre todo aquellas relacionadas 





Figura 10: Esquema de metabolismo tumoral En ella se muestra las vías metabólicas que pueden estar alteradas (rojo) en tejidos cancerosos frente a controles. Además los genes cuyos niveles se encuentran alterados en ensayos de microarrays se marcan con un círculo. Imagen tomada de: Jin X, Yun SJ, Jeong P, Kim IY, Kim W-J, Park S. Diagnosis of bladder cancer and prediction of survival by urinary metabolomics. Oncotarget . 2014;5(6):1635–45 
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El piruvato y el fosfoenolpiruvato se encuentran desregulados en el ciclo lo cual 
tiene sentido si tenemos en cuenta que las células tumorales toman como vía de 
obtención de energía rápida la glucolisis. A su vez, vemos como la carnitina o acetil 
carnitina también se encuentran aumentadas como consecuencia de un mayor 
transporte de ácidos grasos al interior de la mitocondria para llevar a cabo la beta-
oxidacion. La oxidación de ácidos grasos genera gran cantidad de energía que sería 
necesaria durante el proceso de carcinogénesis. La beta oxidación de estos ácidos 
grasos genera por lo tanto un aumento de acetil-CoA. Por otra parte se ha demostrado 
que las células humanas pueden usar el metabolismo reductivo del alfa-cetoglutarato 
para sintetizar acetil-CoA y llevar a cabo la síntesis lipídica. La isocitrato deshidrogensa 
1 se encuentra activada en la mayoría de células humanas pero en condiciones de 
hipoxia se inhibe, recayendo la generación de alfa-cetoglutarato para la síntesis de 
novo de lípidos en la descarboxilación de la glutamina (48).  
 
 
1.8.1 Espectrometría de masas aplicada al análisis metabolómico 
La metabolómica se plantea como una herramienta de enorme potencial para la 
identificación y el estudio de metabolitos. Ésta intenta dar una explicación comprensiva 
y cuantitativa de los metabolitos que aparecen en las muestras biológicas. Sus 
aplicaciones son diversas: identificación de biomarcadores, monitorización de 
tratamiento, respuesta a fármacos, estudio de interacciones entre organismo y 
ambiente… y para ello la metabolómica hace uso de diversas plataformas como la 
resonancia magnética nuclear (RMN) o la espectrometría de masas (MS) combinada 
con métodos cromatográficos.  
 Debido al alto número de analitos y a sus diversas propiedades físico-químicas, 
suponen un reto para la química analítica y debemos usar la plataforma más 
conveniente para cada caso. En los últimos años se ha desarrollado enormemente las 
tecnologías presentes en el campo de la metabolómica, aumentado progresivamente  
el número de analitos que pueden ser cuantificados en un solo análisis.  Esto hace 
posible la creación de perfiles metabolómico holísticos, lo cual proporciona una visión 
más realista de lo que ocurre en la muestra que lo que un solo marcador pueda 
proporcionar. Los resultado pueden ser a su vez usados para crear bases de datos que 
pueden ser integrados con otras tecnologías ómicas para el desarrollo de mapas que 
nos permitan mejorar el conocimiento biológico (49).  
 
             Aunque los estudios llevados a cabo en metabolómica se usan usualmente para 
comparar el metaboloma entre casos y controles también existen una múltiple 
variedad de estudios que pueden llevarse a cabo con esta plataforma como pueden 
ser: estudios llevados a cabo sobre el propio tejido tumoral, con el fin de investigar el 
metaboloma en las células tumorales directamente (50); estudios en los que se 
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monitoriza la terapia en los pacientes mediante el análisis del metaboloma (51)(52); o 
estudios asociados a la prognosis de los pacientes como puede ser la recurrencia de un 
cáncer, la metástasis o la supervivencia (53) (54) (55). 
 Existen gran cantidad de estudios que buscan relaciones entre el perfil 
metabólico y el cáncer. Estos estudios se llevan a cabo con diversos tipos de muestra y 
plataformas. En lo que se refiere al tipo de técnica utilizada para llevar a cabo el 
estudio, las más utilizadas fueron la cromatografía líquida (CL) y cromatografía de gases 
(CG) combinadas con MS para una separación previa de los componentes. Aunque la 
combinación GC-MS proporciona unos datos más robustos y una menor inferencia con 
la matriz, la combinación de LC- MS ofrece la ventaja de no tener que derivatizar los 
componentes de la muestra en el caso de que estos no sean volátiles. También existen 
otros estudios realizados por inyección directa, electroforesis capilar asociada a masas 
o mediante un sistema MALDI-MS (matrix assisted laser desorption/ionization). En 
cuanto al detector utilizado en metabolómica el más usado es el tiempo de vuelo TOF 
aunque también existen múltiples estudios llevados a cabo con otros instrumentos 
como el cuadrupolo o la trampa de iones (56). En nuestro caso usaremos la 
espectrometría de masas combinada con HPLC debido a su alta sensibilidad en la 
búsqueda de metabolitos. 
 
            En cuanto al tipo de muestras utilizadas, la orina, el suero y el plasma son las 
más frecuentes. Sin embargo existen otros biofluidos que se pueden estudiar como 
pueden ser el fluido cerebroespinal en glioblastoma (54), el aire exhalado en cáncer de 
pulmón (57),la saliva en cáncer oral (58),  y los extractos fecales(59). 
 
1.8.2 Biomarcadores en el cáncer de vejiga 
 
La detección temprana de los cánceres urológicos es de gran importancia para 
el éxito del tratamiento del paciente. El desarrollo de marcadores moleculares que 
puedan diagnosticar la enfermedad de manera precisa o que puedan mejorar los 
métodos actuales, podrían ser un avance importante. Por este motivo, la creación de 
nuevos test que permitan la detección en orina de unos marcadores de mayor 
sensibilidad y/o especificidad para detectar los cánceres urológicos permitiría no solo 
un diagnóstico más preciso, sino también de una forma no invasiva y en pacientes que 
pudieran ser asintomáticos o presentar tumores no visibles mediante cistoscopia, como 
por ejemplo el carcinoma in situ (60). 
 
Hoy en día el diagnóstico clínico del cáncer de vejiga requiere de un examen 
cistoscópico de la vejiga y una toma de biopsia para su posterior análisis, lo cual 
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supone un procedimiento altamente invasivo y costoso para los hospitales. Aunque 
existen algunas moléculas candidatas a marcadores de cáncer de vejiga como puede 
ser el ácido hialurónico o el antígeno de tumor de vejiga, estas moléculas resultan más 
adecuadas para una monitorización que para una posible diagnosis. 
Otros metabolitos diferenciales encontrados en sistemas in vitro son la glicina 
(que interviene en la síntesis de nucleótidos), el lactato, la arginina y la nicotinamida. 
Todos ellos importantes en la actividad biosintética de las células cancerosas (62). 
En diversos estudios llevados a cabo usando cromatografía de líquidos en 
combinación con espectrometría de masas se comparó el perfil metabolómico del 
tejido tumoral vesical frente a tejido sano del mismo paciente y se encontró una 
expresión mayor de los siguientes metabolitos: Phe, His, SAM (S-Adenosyl meteonina) y 
anilina. Sin embargo otros metabolitos se encontraban con una expresión reducida 
frente a los controles como pueden ser taurina, acido palmítica, laurico y oleico (63). 
En un estudio llevado a cabo con 58 tejidos extraídos de vejigas de pacientes 
operados se ha llevado a cabo un análisis del perfil metabólico.  Concretamente 
alrededor de unos 50 compuestos identificados en las bases de datos fueron 
encontrados con un expresión alterada al compararlos con el tejido sano adyacente.  En 
ellos se vio unos niveles elevados de algunos aminoácidos (Aa) alifáticos como 
asparagina, valina y ciertos aromáticos como el triptófano, fenilalanina e histidina. 
También se encontraron  metabolitos hidroxilados como la 3-hidroxikineurenina, ácido 
4-hidroxifenil láctico y ácido 5-hidroxindolacético asociados al fenotipo tumoral.(64) A 
continuación se detalla la lista con los 30 metabolitos diferenciales encontrados en 














Figura 11: Asociación de metabolitos a fenotipos tumorales, adyacentes al tumor y sano. Imagen tomada de: Putluri N, Shojaie A, Vasu VT, Vareed SK, Nalluri S, Putluri V, et al. Metabolomic Profiling Reveals Potential Markers and Bioprocesses Altered in Bladder Cancer Progression. Cancer Res. 
2011;71(24):7376–86.  
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Otros estudios llevados a cabo con otras plataformas metabólicas como puede 
ser H-RMN encontraron resultados similares cuando se estudiaron las diferencias entre 
tejidos tumorales obtenidos después de una RTU de vejiga asociado ciertos 
metabolitos como triglicéridos, leucina, isoleucina, valina, lactato, alanina, glutamato, 
glutatión, glutamina, taurina, myo-inositol  asociados al perfil tumoral. (65) 
 
  La búsqueda de biomarcadores en tejidos ofrece la ventaja de que podemos 
comparar el metaboloma del tejido tumoral frente al tejido adyacente que se 
presupone sano. Esto es de gran ayuda a la hora de decidir que metabolitos pertenece 
al fenotipo tumoral. Por otra parte trabajar con tejidos requiere de la toma de una 
muestra por una biopsia cistoscopia o después de realizar una RTU de vejiga, lo cual 
resulta altamente invasivo, existen riesgos de contaminación y es necesario un método 
de obtención que no dañe ni altere la composición metabólica de la muestra. 
 
En cuanto a análisis en orina y suero existen una gran cantidad de marcadores de 
naturaleza diversa: 
Existen varios test comerciales como por ejemplo la fluorescencia de hibridación in situ 
(FISH), la proteína de la matriz nuclear 22 (NMP22), antígeno vesical tumoral (BTA) y 
una serie de anticuerpos monoclonales para detectar células uroteliales cancerosas 
(Inmunocyt TM) que han sido propuestos para mejorar la precisión del diagnóstico. 
También se ha propuesto la combinación de las puntaciones obtenidas de diferentes 
marcadores en una sola puntuación para el diagnóstico. Sin embargo la especificidad y 
sensibilidad de estos test varía entre un rango de 50-80%.  
Otras biomoléculas como el DNA y RNA han sido propuestas como biomarcadores 
asociados a genes humanos del cáncer de vejiga.  Algunos de esos genes pueden ser 
(AURKA, FGFR3, TWIST1/NID2), mientras que también se proponen RNAs como 
(ETS2/PALAU, HA2/HYAL1) y proteínas (TERT, CECAM, APOA1, SERPINA1). El rango de 
sensibilidad y especificidad para estos marcadores individualmente esta entre del 74-








   2. Hipótesis Objetivos y planificación 
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2.1 Hipótesis 
Debido a los hechos anteriormente expuestos, las hipótesis del trabajo son las 
siguientes: 
1) El tejido adyacente al tumor elegido durante la RTU se presupone sano, según el 
diagnóstico por imagen. 
2) Como consecuencia de las alteraciones genéticas (mutaciones y otros 
reordenamientos genéticos) que se producen en las células tumorales, las rutas 
metabólicas van a estar diferencialmente reguladas respecto a las células sanas 
y por la tanto, los metabolitos derivados de éstas van a ser diferentes entre los 
dos grupos de estudio (tejido tumoral vs tejido sano).  
3)  Si tenemos en consideración que la espectrometría de masas es una de las 
herramientas más potentes de la que se disponen para realizar estudios de 
metabolómica, podremos identificar una gran cantidad de metabolitos 
diferenciales en una cantidad de muestra tisular muy reducida.  
4) La optimización de un protocolo de extracción de metabolitos en muestras 
tumorales vesicales nos permitirá  determinar que disolvente y que condiciones 
de homogenización son las mejoras para extraer el mayor número de 
metabolitos. Esto nos servirá para aplicarlo a futuros análisis metabolómicos de 
muestras tisulares mediante UPLC-MS. 
5) El uso de la plataforma UPLC-MS unido a un análisis estadístico multivariante, 
nos permitirá determinar si existen diferencias significativas entre los dos 
grupos de estudio que nos permitan separarlos. 
6) Los metabolitos encontrados podrían servirnos como una huella fenotípica del 





1) El objetivo principal de este estudio es la identificación de un patrón 
metabolómico diferencial entre muestras de tejido vesical tumoral y  no 
tumoral. 
Objetivos secundarios 
1) Protocolizar el análisis metabolómico tisular incluyendo las siguientes etapas: i) 
toma, conservación y tratamiento de las muestras; ii) análisis mediante UPLC-
MS; iii) análisis bioestadístico.  
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2) Optimización de las condiciones óptimas (disolvente y condiciones Precellys) 
para la extracción de un máximo número de metabolitos con una menor 
desviación estándar relativa (RSDV) entre las réplicas. Aplicación de estas 
condiciones al posterior análisis de tejidos. 





Actividades Nov Dic Ene Feb Mar Abr May Jun 
Selección de pacientes         
Recolección de muestras         
Optimización de protocolo         
Análisis muestras tumorales vs no tumorales         
Análisis multivariante         















 3. Materiales y Métodos 
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 3.1 Criterios de inclusión y exclusión 
 Inclusión 
1) Pacientes entre 18 y 80 años diagnosticados mediante cistoscopia o ecografía 
de un tumor vesical no invasivo (pTa-pT1). 
2) Pacientes derivados a cirugía para la extirpación de tumor mediante una 
resección transuretral (RTU vesical). 
3) Pacientes con tumores suficientemente grandes como para poder recoger 
muestra tisular. 
4) Pacientes que hayan firmado el consentimiento informado. 
 
 Exclusión 
1) Pacientes con elevada comorbilidad. 
2) Pacientes diagnosticados de cáncer vesical invasivo (pT2-pT4). 
3) Pacientes con abundante hematuria o con desordenes en la coagulación de la 
sangre. 
 
3.2 Protocolo de recogida de muestras  
Para la toma de las muestras de los tejidos se lleva a cabo un el siguiente 
protocolo(Figura 12): 
1. Los pacientes fueron avisados previamente mediante una llamada telefónica 
donde se les explicó brevemente el estudio de investigación.  Se explica el 
objetivo del estudio así como el papel que tendrá su muestra. 
2. Si el paciente accede, el día de la RTU se atiende al paciente en la sala de 
acogida prequirúrgica (APYT) donde se le vuelve a explicar, ahora más 
detalladamente, el estudio de investigación en el que podría colaborar en el 
caso de que cediera la muestra.  Se les hace saber que es un estudio 
voluntario, que no recibirá ninguna recompensa por participar, que no 
presenta riesgos adicionales a la intervención que se va a realizar y que el 
trato clínico seguirá siendo el mismo independientemente de la decisión 
que tome. A su vez, se resuelven las posibles dudas que puedan tener los 
pacientes sobre el estudio o la gestión de sus muestras. Si desea participar 
en el estudio el paciente firma un consentimiento informado (Anexo I) 
donde se detallan cada uno de estos puntos. El paciente recibe una copia 
del consentimiento que ha firmado así como una hoja de cese de muestras 
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con la cual puede revocar el uso de cualquier muestra suya en cualquier 
momento, otra de las copias es derivada al biobanco de la Fe y otra se 
queda en el archivo del grupo. 
3. Los pacientes, una vez cambiados y preparados son llevados al quirófano 
para realizarles la RTU vesical. 
4. Antes de iniciar la cirugía, mediante una pinza de biopsia fría se recoge la 
muestra de tumor y también de tejido sano adyacente.  
5. Inmediatamente después de ser tomadas las muestras de tejido se 
introducen en criotubos de rosca y son introducidos en un recipiente con 
nitrógeno líquido. Los criotubos usados para el almacenamiento de estas 
muestras a su vez se encuentran rotulados con un código anónimo asignado 
a cada paciente previamente. 
6. A continuación las muestras son llevadas al Biobanco de La Fe donde son 
extraídas del nitrógeno archivadas y  conservadas en congeladores a una 
temperatura de -80ºC. 
 
 
3.3 Protocolo de optimización de los tejidos 
 En este apartado intentamos determinar qué condiciones y disolventes eran las 
más óptimas para llevar a cabo la extracción de los metabolitos a partir de las muestras 
tisulares vesicales. Para ello, tomamos diferentes condiciones en función de los 
tiempos de homogenización en el Precellys y diferentes disolventes. Los disolventes 
utilizados fueron phosphated buffered saline (PBS) 100%,metanol (MeOH)  100% y 
Figura 12: Procedimiento de toma de muestra de tejido vesical 
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MeOH:PBS (1:1). Para estar seguros que las variaciones que se pudiesen encontrar 
entre las diferentes réplicas de tejido sometidas a cada condición fueran debidas 
solamente a las diferentes condiciones que se estaban testando, durante todo el 
experimento solamente se utilizó tejido derivado de un mismo tumor de un único 


















MeOH:H2O (0,1% Ac.fórmico) 
 
Patrones internos (4mM)  
 - Reserpina    - Fenilalanina –d5   - Leucina – Enk - Cafeína – d9 
 
Como sistema homogenizador se utilizó un Precellys 24 (Figura  13) un sistema que nos 
permite la trituración del tejido de manera eficiente mediante agitación de la muestra 
en un tubo que contiene unas bolitas que actúan como molino. El sistema está 
preparado para trabajar en unas condiciones de temperaturas óptimas. En nuestro caso 
se decidió variar la duración de los ciclos de agitación manteniendo la temperatura 
estable a 4ºC, para ello es necesario el suministro continuo nitrógeno líquido a la 
cámara de agitación del Precellys. 
 




3.3.1 Elección de disolvente 
 
El objetivo de este apartado es la elección del disolvente que consiga una mayor 
extracción de metabolitos en las muestras de tejidos. Las diferentes muestras tisulares 
derivan todas de un mismo tumor extraído de un solo paciente, este tejido ha sido 
cortado en 9 fragmentos diferentes sobre los cuales se realizará el experimento. Los 
disolventes utilizados para cada fragmento de tejido son los siguientes. A su vez, 
introduciremos varios blancos y controles de calidad (QC) los cuales se someterán al 
mismo tratamiento que las muestras de tejidos  
 
1) PBS 100% (tejidos 1-3) 
2) PBS:MeOH 1:1 (tejidos 4-6) 
3) MeOH 100% (tejidos 7-9) 
4) Blanco 1: 350 µL PBS 100% 
5) Blanco 2: 350 µL PBS:MeOH 1:1 











Figura 13: Dispositivo Precellys 24. Equipado con  un termómetro dentro de la cámara de homogenizado para controlar la temperatura y un dispensador de nitrógeno líquido (derecha). 




2) Añadir el volumen correspondiente de disolvente según los mg (25µL/mg). Las 





3) Introducir los tejidos con su respectivo disolvente en el homogenizador 
Precellys. seguidamente se someten a la homogenización en las condiciones de 
4ºC : 6.000rpm 3x20  y una pausa de 30s. 
4) Recoger 230 µL de la muestra. 
5) Centrifugar 10min, 10.000g (4ºC). 
6) Recoger sobrenadante (200µL) y añadir la misma cantidad según condición: 
a.  (PBS 100%) 200µL MeOH (Ac.fórmico 0,1%) 
b.  (PBS:MeOH 1:1)200µL mix MeOH:H2O (Ac.fórmico 0,1%) 
c.  (MeOH 100%) 200µL H2O (Ac.fórmico 0,1%) 
 
7) Centrifugar 10min,10.000g (4ºC) . 
8) Recoger sobrenadante (300µL) y guardar en eppendorfs nuevos. 
9) Montar la placa  con 100µL muestra por pocillo. 
PBS 100% PBS:MeOH MeOH 100% 
Mg µL mg µL mg µL 
13,51 337,8 11,41 285,3 10,23 255,8 
12,86 321,5 12,65 316,3 11,63 290,8 
13,09 327,3 11,7 293 11,89 297,3 
Tabla 2: Cantidades correspondientes al volumen de disolvente a añadir en función de la masa de la pieza tumoral  
Figura 14: A) proceso de pesado e las muestras tumorales dentro del tubo de homogenización Precellys. B) Proceso de cortado de las muestras sobre vidrio de reloj en hielo seco. 
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10) Añadir patrón interno: 5µL de patrón a cada pocillo. 
11) Preparar 1 QC: coger 20 µL de cada pocillo y colocarlo en un único pocillo. 
 
Observación: (En la muestra 7 en el paso 6) no habían 200 µL sino 150, así que cogimos 
ese volumen y añadimos 150µL H2O (Ac.fórmico 0,1%) 
 
3.3.2 Elección de condiciones del Precellys 
 
A continuación y una vez decidida la combinación de PBS:MeOH (1:1) como el 
disolvente óptimo se realiza otro estudio con 12 tejidos derivados de un mismo tumor 
con el fin de determinar las condiciones óptimas de homogenización. Al igual que en el 
apartado anterior añadiremos un blanco por cada condición.  
 
Condición 1) 6.000 rpm (4ºC); 3 ciclos de 10s en agitación; 30s pausa entre ciclos 
(tejidos 1-3). 
Condición 2) 6.000 rpm (4ºC); 3 ciclos de 20s en agitación; 30s pausa entre ciclos 
(tejidos 4-6). 
Condición 3) 6.000 rpm (4ºC); 3 ciclos de 30s en agitación; 30s pausa entre ciclos 
(tejidos 7-9). 
Condición 4) 6.000 rpm (4ºC); 3 ciclos de 40s en agitación; 30s pausa entre ciclos 
(tejidos 10-12). 
 
Blanco 1: 300µL PBS:MeOH 1:1 ;3 ciclos de 10s en agitación; 30s pausa entre ciclos. 
Blanco 2: 300µL PBS:MeOH 1:1; 3 ciclos de 20s en agitación; 30s pausa entre ciclos. 
Blanco 3: 300µL PBS:MeOH 1:1; 3 ciclos de 30s en agitación; 30s pausa entre ciclos. 
Blanco 4: 300µL PBS:MeOH 1:1¸3 ciclos de 40s en agitación; 30s pausa entre ciclos. 
 
Procedimiento: 
1. Cortar el tejido y lo pesamos en el tubo del Precellys 
2. Añadir el volumen de disolvente (PBS:MeOH 1:1) correspondiente según la 
















Condición 1 Condición 2 Condición 3 Condición 4 
mg µL mg µL mg µL mg µL 
14,61 365,5 11,54 188,5 12,04 301 13,94 348,5 
10,42 260,5 12,92 323 12,84 321 11,60 290 
13,25 331,5 11,38 284,5 10,25 256,2 9,89 247,3 
Tabla 3: Masas y volúmenes usados para evaluar las diferentes condiciones de homogenización  
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3. Introducir en el Precellys según cada condición. 
4. Recoger 220µL de la muestra en eppendorfs. 
5. Centrifugar: 10min 10.000g (4ºC). 
6. Recoger 200µL de sobrenadante y pasarlo a otro eppendorf. 
7. Centrifugar: 10min 10.000g (4ºC). 
8. Recoger 150µL sobrenadante en eppendorfs. 
9. Añadir 100µL de muestra a cada pocillo de la placa + 5µL de cada  patrón 
interno. 
10. Añadimos 5 µL de patrón interno a los blancos. 
11. Preparar QC con 20 µL de cada muestra. 
 
 
3.4 Análisis metabolómico de tejido tumoral vesicales vs tejido 
sano 
 
Una vez establecidas las condiciones óptimas para el análisis de los tejidos: PBS-
MeOH(1:1) como disolvente y 6.000 rpm (4ºC); 3 ciclos de 10s en agitación; 30s pausa 
entre ciclos como condiciones de homogenización, procedimos al análisis de diferentes 
muestras de tejidos tumorales y sanos recogidos de 7 pacientes diferentes.  
 
Las muestras de tejido tumoral tomadas para llevar a cabo el estudio corresponden a 
pacientes diagnosticados de un tumor vesical primario no invasivo (pTa-pT1). En 
algunos casos los tumores presentan asociado un CIS, indicando un peor pronóstico 
para el paciente. Los tamaños de los tumores primarios rondaron los 4-5 cm, por lo que 
tras la extracción de la muestra en el quirófano tuvimos suficiente tejido como para 
dividirlo y hacer réplicas.  La cantidad de tejido tumoral usada para cada experimento 
estaba entre 10 y 20mg. A continuación en la tabla 4 y 5 se detallan las características 































Código Nº de 
tumores 
Tamaño RTU Estadío Cis asociado Primario o 
recidiva 
191 3 4 Completa pT1 Sí Primario 
206 2 5 Completa pT1 Sí Primario 
203 1 0.5 Completa pTa No Primario 
210 3 >6 Incompleta pT1 No Primario 
223 1 5 Completa pT1 No Primario 
216 1 4 Completa pTa No Primario 
225 1 4 Completa pT1 No Primario 









191 Hombre 68 Sí (20) 54 50 No 
206 Hombre 63 No 30 20 Sí 
203 Mujer 78 No NA NA No 
210 Hombre 64 No 40 10 Sí 
223 Hombre 86 Sí (1) 70 30 No 
216 Hombre 68 No 50 15 Sí 
225 Hombre 74 No 60 40 Sí 
Nº muestra T TUMOR Peso (mg) Volumen añadir (µL) 
191.1 11,65 291 
191.2 19,67 492 
206.1 8,33 208 
206.2 9,65 241 
203.1 11,44 286 
203.2 18,08 452 
210.1 15,42 386 
210.2 16,12 403 
216.1 11,58 290 
223.1 19,64 491 
223.2 19,85 496 
223.3 7,64 191 
225.1 16,55 414 
225.2 16,55 414 
Tabla 6: Volumen de disolvente a añadir a cada muestra en función de su masa durante el cortado de la pieza tumoral 
Tabla 4: Características anatomo-patológicas de los tejidos tumorales 
Tabla 5: Factores ambientales correspondientes a los donantes de las muestras 



















1) Añadir el volumen de disolvente (PBS:MeOH 1:1) correspondiente (25µL/mg) 
2) Percellys 6.000 rpm (4ºC); 3 ciclos de 10s en agitación; 30s pausa entre ciclos  
3) Recoger 220µL de la muestra en eppendorfs. 
4) Centrifugar: 10min 10.000g (4ºC) 
5) Recoger 200µL de sobrenadante y pasarlo a otro eppendorf 
6) Centrifugar: 10min 10.000g (4ºC) 
7) Recoger 150µL sobrenadante en eppendorfs 
8) Añadir 100µL de muestra a cada pocillo de la placa + 5µL de patrón interno 
9) Añadimos 5 µL de patrón interno a los blancos, que se han tratado como si 
fuesen una muestra más) 
10) Preparar QC con 20 µL de cada muestra 
 
Una vez llegados a este punto las muestras que ya se encuentran en su placa de 
medición se introducen en el espectrómetro de masas en combinación con un HPLC. 
Las condiciones del instrumento que se utilizaron para llevar a cabo las medidas se 







Nº muestra T SANO Peso (mg) Volumen añadir (µL) 
191.1 12.08 302 
191.2 11.28 282 
202.1 7.99 200 
202.2 8.88 222 
203.1 12.25 306.25 
203.2 13.45 336.25 
210.1 9.32 233 
210.2 10.6 265 
216.1 8.89 222.25 
216.2 8.58 214.25 
223.1 16.52 413 
223.2 12.9 322.5 
225.1 14.62 365.5 
Tabla 7: Volumen de disolvente a añadir a cada muestra en función de su masa durante el cortado de la pieza sana 
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3.5 Condiciones del espectrómetro de masas 
3.5.1 Reactivos y materiales 
 
Todos los disolventes utilizados en UPLC-MS fueron comprados a Scharlau 
(Barcelona, España). El agua ultrapura fue generada con un sistema de purificación de 
agua Mili-Q (Merck Milipore, Darmstadt, Alemania). Los estándares internos usados en 
el UPLC-TOF fueron : Fenilalanina-D5 (Cambridge Isotopes laboratory INC., Andover, 
MA, USA), cafeína-D9 (Toronto Research Chemicals, Toronto,Ontario,  Canada), leucina 
encefalina y reserpina (Sigma-Aldrich Quimica SA, Madrid, España). El ácido fórmico ≥ 
95% fue obtenido de Sigma Aldrich Quimica SA. 
 
3.5.2 Análisis UPLC- QTOF 
Tanto las condiciones análisis mediante UPLC-QTOF llevado a cabo para determinar la 
optimización del disolvente como el usado para determinar diferentes patrones 
metabólicos entre tejidos tumorales y sanos fueron las mismas.  El análisis 
cromatográfico fue llevado a cabo en  un instrumento Agilent 1290 Infinity UPLC 
Chromatograph usando una columna UPLC BEH C18( 100x2.1 mm, 1.7 µm, Waters, 
Wexford, Ireland).Las temperaturas usadas en el autosampler y la columna fueron de 
4ºC y 40ºC respectivamente y el volumen de inyección fue de 4 µL.  
 El gradiente de elución fue llevado a cabo con un ratio de flujo de 400 µL min-1 
como se detalla a continuación: Las condiciones iniciales fueron del 98% para la fase 
móvil A (H2O (0,1% v/v HCOOH)) se mantuvieron durante 5,5 min, seguidas de un 
gradiente lineal desde 2% al 20% de la fase móvil B (CH3CN(0,1% v/v HCOOH)) en el 
minuto 3,5y desde un 20 % hasta el 95% en el minuto 4. El 95% de la fase móvil B se 
mantiene durante un minuto y después, se usa un gradiente durante  0,25 minutos 
para restaurar las condiciones iniciales de la columna, el cual se mantuvo durante 2,75 
min. 
Se llevó a cabo un escaneado de las relaciones m/z desde 100 hasta 1700  con 
una frecuencia de escaneado de 6Hz mediante el uso de un detector cuadrupolo-
tiempo de vuelo  (QTOF) y un espectrómetro  Agilent 6550 (Agilent Technlogies, CA, 
USA) en el módulo TOF-MS. 
En cuanto a la ionización se utilizó un sistema de electroespray cuyas 
condiciones se detallan a continuación. La temperatura del gas fue de 200ºC,  el gas 
secante 14L/min, nebulizador de 37psig, la temperatura del gas envolvente fue de 
350ºC con un flujo de 11L/min.  
A su vez se llevó a cabo una recalibración automática durante el análisis 
introduciendo un estándar de referencia en la muestra usando los compuestos 
149.02332 (contaminante de fondo), 121.050873 (purina) y 922.009798(HP-0921) 
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como referencias de m/z. Esto nos proporciona una medida de la precisión con la que 
se ha llevado a cabo el análisis en un rango de 5 ppm.  La adquisición de los datos fue 
randomizada y las muestras de QCs fueron analizadas cada 5 inyecciones con el 
objetivo de monitorizar y corregir los cambios que se pudieran dar en el instrumento.  
3.6 Selección de picos en el UPLC-TOFMS 
Los datos en crudo se organizan en una serie de tablas de picos generadas 
mediante el software XCMS. Posteriormente estas tablas fueron convertidas a un 
formato mzXML usando el software Proteo Wizard. 
(http://proteowizard.sourceforge.net) 
El método utilizado para la selección de los picos fue llevado a cabo con los 
siguientes parámetros: ppms=15, peakwidth=(6,20), snthresh=25. Una diferencia 
mínima de 5 mDa en la m/z fue la seleccionada para diferenciar picos con tiempos de 
retención solapantes. Los valores de intensidad para cada carácter fueron calculados 
usando la función wMean.  
 El agrupamiento de picos fue llevado a cabo usando el método del “pico más 
cercano” usando un mzVsRT=1 y un tiempo de retención (RT) de 6s y tolerancias de 5 
mDa. Después del agrupamiento de los picos se llevó a cabo un método de fillPeaks 
con los parámetros predefinidos para llenar todos los datos de los picos perdidos.  
Finalizado el proceso de integración cromatográfica, de-convolución y 
alineamiento los datos correspondientes a los picos se ordenaron en unas tablas en 
función de su m/z- RT  y fueron importados a MATLAB R2011a (Mathworks Inc., NAtick, 
MA, USA) para su análisis. 
 La precisión en la integración de los picos fue evaluada mediante la 
comparación automática y manual de los resultados de integración de los estándares 
internos. Las muestras de los blancos fueron usadas para identificar y eliminar señales 
de fondo correspondientes a contaminantes de la muestra impurezas de los disolventes 
etc.. Para ello se eliminaron las señales que no eran al menos 10 veces superiores a la 
señal que provenía del blanco.  
 
3.7 Pretratamiento de los datos 
Una vez se ha realizado la medición de las muestras de tejido en el 
espectrómetro de masas se obtiene un conjunto de datos organizados en una matriz de 
m filas x n columnas. Donde m es el número de muestra incluyendo los blancos y los 
QCs mientras que en las columnas tenemos todos los metabolitos obtenidos. Estos 
metabolitos se encuentran clasificados en función del tiempo de elución obtenido en el 
HPLC junto con una relación m/z obtenida en el espectrómetro de masas.  Los 
elementos de la matriz son las diferentes áreas de los picos de elución obtenidos. 
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En un primer lugar los datos son cargados en el programa MATLAB vs2011 como una 
matriz tal y como se ha descrito anteriormente. Esta matriz fue acotada para obtener 
solo valores de m/z inferiores a 600. 
 Seguidamente es necesario un tratamiento de los datos, para ellos existen un 
gran multitud de posibles métodos. El tratamiento previo que le demos a estos 
datos condicionara en gran medida el resultado final que obtengamos.  Con 
este proceso intentaremos corregir una serie de factores como puede ser las 
diferencias en órdenes de magnitud entre concentraciones de metabolitos que, 
desde un punto de vista biológico, aquellos presentes en altas concentraciones 
no son necesariamente más importantes que los que se encuentran en 
concentraciones más bajas. También debemos tener en cuenta que los 
metabolitos que se encuentren en el metabolismo central tienen una menor 
fluctuación que aquellos correspondientes a rutas secundarias, además algunos 
metabolitos sufren de grandes variaciones bajo las mismas condiciones 
experimentales (variación biológica no inducida)(67) 
 Se llevaran a cabo 3 procesos de centrado de los datos, en un primer lugar los 
datos serán centrados en torno a la media, este método sustrae la media a cada 
una de las medidas de una variable, de manera que solo tenemos la variabilidad 
presente entre las muestras. Otra posibilidad es el autoescalado en el cual 
después de un centrado en torno a la media, cada elemento de la matriz es 
dividido por la desviación estándar de manera que la nueva la desviación 
estándar es 1 siendo todos los metabolitos igualmente importantes. Por último 
se puede llevar a cabo un escalado de Pareto en el cual los datos una vez 
centrados son divididos por la raíz de la desviación estándar, de manera que los 
datos están más cerca de su valor real, sin embargo este método es más 
sensible a variaciones muy grandes entre los datos.  
 
3.8 Búsqueda de metabolitos 
Para buscar que metabolitos se asocian con cada masa hacemos uso del 
software online METLIN (metlin.scripts.edu). Seleccionamos Batch en la página 
principal y colocamos en la ventana de masa nuestro valor. Seleccionamos positivo 
como tipos de iones generados y todas las combinaciones posibles de ionización 
positiva. La tolerancia por defecto es de 30 ppm que es generalmente aceptable para 
experimentos Q-TOFs(68), sin embargo para cometer menor error se ajustó a una 
tolerancia de 5 ppm. (Figura 15) 


























Figura 15: Ejemplo de búsqueda de metabolitos en la base de datos METLIN. 
    4. Resultados y discusión 
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4.1 Resultados Optimización del protocolo de tejidos  
Como se ha comentado anteriormente en el apartado de materiales y métodos, 
a partir de una única muestra de tumor llevamos a cabo el experimento en diversas 
condiciones previas con el fin de averiguar cuáles eran las más eficientes en la 
extracción de metabolitos. En la Figura 16 podemos ver que las gráficas muestran por 
una parte que el disolvente preferente para la extracción de un mayor número de 
metabolitos es el PBS:MeOH porque con una menor desviación estándar relativa entre 
las diferentes réplicas de tejido observamos un mayor número de metabolitos. En el 
caso de las condiciones del Precellys vemos que se siguió el mismo procedimiento. El 
número de metabolitos encontrado fue representado en función del porcentaje  de 
desviación estándar relativa entre la integración del área de los picos en las diferentes  
réplicas. Como resultado podemos decir que se eligió los 10s de agitación por ser la 
condición que mayor número de metabolitos consiguió encontrar con un menor 












 El siguiente diagrama de Venn (Figura 17) muestra la cantidad de metabolitos 
encontrados según cada disolvente. Como podemos ver la combinación de PBS-MeOH 
(1:1) proporciona una cantidad de metabolitos muy similar al PBS 100% por sí solo 
(92%). El uso de MeOH 100% únicamente genera un 46% de los metabolitos 
encontrados con PBS y un 44% de PBS-MeOH. Por ello elegiremos como disolvente el 
PBS:MeOH(1:1) ya que es el que más metabolitos es capaz de extraer (2613). Existen a 
su vez 1144 metabolitos comunes  entre PBS:MeOH (1:1) y MeOH 100% que podrían 
extraerse de las muestras usando cualquiera de los tres disolventes.  
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Figura 16: Metabolitos encontrados vs % RSD en función del disolvente utilizado y el tiempo de agitación en el homogenizador 









4.2 Resultado del análisis de tejidos tumoral vs no tumoral 
4.2.1 Resultados de los pretratamientos de los datos 
A continuación se presentan las gráficas obtenidas como resultado de los 
diferentes procesos de pretratamiento de los datos. En ellas podemos ver todos los 
metabolitos encontrados una vez han sido filtrados y considerados como ruido o 
contaminantes por comparación con los blancos. Las gráficas muestran cada uno de los 
metabolitos encontrados en el orden de elución correspondiente y el área del pico del 
mismo. Como puede observarse las diferencias existentes entre los datos sin escalar 
(Figura 18A)o simplemente con un centrado en torno a la media (Figura 18B)  son del 
orden de 107, mientras que en el escalado de Pareto descienden a 104 (Figura 18D) y 
en el autoescalado es apenas de 10 (Figura 18C) 
Figura 17: Diagrama de Venn sobre los metabolitos encontrados por cada disolvente. 
A) 















4.2.2 Análisis de componentes principales  PCA 
 
Una vez que tenemos los datos escalados de diferentes maneras, procedemos a 
ver las gráficas que nos muestran la separación en grupos de las muestras según los 
diferentes componentes principales (PC) que tenemos. Las figuras obtenidas se han 
calculado con el número de PCs que sugiere el propio programa. En la primera 
gráfica(Figura 19A) donde los datos se encuentran sin escalar podemos ver que la 
separación realizada entre las dos primeras componentes no es capaz de diferencia 
correctamente los grupos de tumorales y no tumorales.  
 En la Figura 19B ,en la cual se ha realizado un centrado de los datos en torno a 
le media, vemos que empiezan a diferenciarse los datos ligeramente en torno a el 
primer y segundo componente, sin embargo muchas de las muestras se encuentran 
juntas y sin diferenciar. En la Figura 19D donde se ha realizado el escalado de Pareto 
podemos ver ya hay una clara separación de las muestras tumorales y no tumorales en 
torno a la segunda componente. 
  La Figura 19C donde hemos realizado una operación de autoescalado muestra 
una separación triple entre los no tumorales, tumorales y QCs mientras que los blancos 
se muestran separados de todos los grupos situándose por debajo de la segunda 
componente. El método de escalado que utilizaremos será entonces el de autoescalado 






Figura 18: Proceso de escalado de los datos. Pueden verse los datos A) sin procesar B) centrados en torno a la media de los valores C) autoescalado  D) escalado de Pareto E) código de colores para cada una de las muestras donde T son las muestras de tejido tumoral, NT los no tumorales BLANK los blancos y QC los controles de calidad 



















4.2.3 Detalles del modelo construido 
A continuación se detalla los datos correspondientes al modelo construido. En 
la Tabla 8 podemos ver las características numéricas de este donde se detallan el valor 
propio de la matriz de covarianza de cada componente, el % de varianza que explica 
cada uno de ellas, la varianza acumulativa de las componentes hasta ese momento y el 
RMSECV (root mean square error of cross validation). Como puede observarse nuestro 
modelo utiliza las 3 primeras componentes las cuales pueden explicar un 59.84% de 
toda la información. 








4.2.4 Elección del número de componentes 
 
Aunque ya hemos visto los 
resultados generados con un 
número de componentes 
sugerido por el programa 
debemos asegurarnos de 
que es el correcto. 
Generalmente cuanto más 
componentes tenga un 
modelo mayor cantidad de 
información conseguiremos 
explicar de nuestros datos, 
sin embargo a veces dos 
componentes explican la 
misma información o la 
disminución de la variabilidad  
que explica una variable es prescindible(69).  
La gráfica de RMSECV frente al número de componentes principales (Figura 20) refleja 
el proceso en el que los datos se dividen en paquetes de igual tamaño, y se reconstruye 
el modelo con todos los paquetes salvo uno. Este último paquete se utiliza para 
comprobar el modelo. El error se representa en función de las componentes principales 
mostrándonos la forma en la que disminuye conforme añadimos componentes al 
modelo.  Vemos como el error en el modelo construido apenas disminuye después de 
la tercera componente añadida, salvo en el caso de añadir hasta 9 componentes en el 
que sí vemos una disminución importante, sin embargo con 3 componentes principales 
se produce una separación óptima de los grupos por lo cual se elegirá este número 
para el análisis. Generalmente porcentajes de covarianza inferiores a 1 no son añadidos 
al modelo ya que se consideran cantidades prescindibles.  
Tabla 8: Valores numéricos del modelo. Incluyendo el valor propio de la matriz de covarianza de cada componente, la varianza individual y acumulativa y el error en forma de RMSEC y RMSECV. 
Figura 20: Representación del error RMSECV frente al número de componentes del modelo 
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4.3 Búsqueda de metabolitos 
 Como se puede apreciar en el análisis de componentes principales efectuado en 
los apartados anteriores se consigue una separación correcta de los grupos en el caso 
de utilizar un pretratamiento de autoescalado para los datos. En este modelo las 
muestras correspondientes a los tejidos tumorales se situaban más a la derecha de la 
primera componente principal con los valores más altos. Por ello se lleva a cabo una 
inspección de las entidades químicas encontradas o “loadings” para ver cómo se 
distribuyen estos en torno a las componentes principales (Figura 21) 
Para comprobar cuáles son los metabolitos más contribuyentes en la primera 
componente principal podemos representar la PC1 vs PC1 y elegir los puntos que se 
encuentren en una posición superior derecha de la recta.  
 
 
 Una vez tenemos esta disposición de las variables en torno a la primera 
componente principal seleccionamos la opción de mostrar la masa de los 10 
metabolitos más influyentes en la primera componente ya que estos son los que más 
desplazan el resultado hacia el grupo de tejidos tumorales por lo tanto son aquellos 
que se encuentran asociados al fenotipo tumoral. También se llevó a cabo el estudio de 
metabolitos asociados al fenotipo no tumoral y a las dos muestras de tejido tumoral 
que se muestran separadas del resto. 
4.3.1 Identificación de metabolitos encontrados 
 A continuación se detallan los metabolitos encontrados mediante el proceso de 
búsqueda con la base de datos online METLIN detallado en el apartado de materiales y 
métodos.  
Figura 21: Representación de metabolitos en de sus componentes principales A) Representación de los loadings o entes químicos en función de la primera y la segunda componentes principal B) Representación de los loadings en función de su primera componente principal. 
A) B) 
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m/z Ión Δppm Fórmula Nombre 




M+H 0           C25H45NO4 Linoleyl carnitine 
397,3141 M+K 4 C17H12Cl2N4O α-Hydroxytriazolam 
 M+K 4 C17H12Cl2N4O 4-Hydroxytriazolam 
 M+2Na+H 4 C17H14Cl2O4 Bisphenol A bis(chloroformate) 
184,9605 M+K 3 C5H7NO4 2-Keto-glutaramic acid 
 M+K 3 C5H7NO4 4-Oxoglutaramate 






1  C22H37NO3  
oxy-Arachidonoyl 
Ethanolamide 
330.0742 M+Na 3 C10H17N3O6S Glutathion 
 M+Na 3 C10H17N3O6S1 Combinaciones de 3 Aa: 
Ala-Cys-Asp 
Glu-Cys-Gly 




    
112.9997 M+H 1 CH5O4P Hydroxymethylphosphonate 
 M+K 2 C3H6O2 Lactaldehyde 
 M+K 2 C3H6O2 Propionic Acid 
 M+K 2 C3H6O2 Hidroxiacetone 
     
422.3259 M+Na 4 C23H45NO4 Palmitoyl-L-Carnitine 
67 
compuestos 
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mas 




    








4.4 Discusión de los resultados 
 
En relación a la serie de metabolitos de la tabla 9 asociados en mayor medida 
con la primera componente es necesario aclarar que en aquellos casos en los que la 
relación m/z introducida en METLIN proporciona más de un resultado no podemos 
decir con seguridad cuál de ellos es el correcto ya que no contamos con los espectros 
de fragmentación. En el caso de que se quisiera comprobar la presencia concreta de 
algún metabolito sobre el resto sería necesario llevar a cabo un experimento MS/MS 
para obtener el espectro de fragmentación. Generalmente se obtuvo una o varias 
fórmulas moleculares de compuestos asociados a la masa introducida que a su vez 
pueden corresponder a diferentes compuestos. 
A su vez en algunos casos los picos buscados correspondían al mismo 
compuesto pero con otro tipo de ionización diferente. Por ejemplo en el caso del 
glutatión correspondía al 5º metabolito más influyente con una relación m/z de 
330.0742, sin embargo también aparecía un pico en 7º lugar correspondiente a la 
relación con una relación m/z 16 unidades superiores, la explicación de esto se debe a 
que la primera corresponde al compuesto [M+Na] mientras que el segundo es [M+K]. 
 
 En primer lugar de la tabla puede observarse la presencia de linoleil-carnitina y 
linoelaidil carnitina así como otras formas de carnitina en las últimas posiciones de la 
tabla. La carnitina  es esencial en la beta oxidación de ácidos grasos, facilitando la 
entrada de estos en la mitocondria, y cuyo producto final es acetil-CoA (Figura 22). Así 
pues, niveles alterados de especies de carnitina evidencian que la beta oxidación de 
ácidos grasos se encuentra alterada en el cáncer de vejiga(70). Este hecho ya había sido 
Tabla 9: Metabolitos encontrados en función de su relación m/z usando el software online Metlin. 
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visto en estudios anteriores(63). Un aumento de la glicolisis junto con una 
desincronización con el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) puede dar lugar a una 
acumulación de acetil-CoA. Tambien se encuentra estudiado un aumento de cuerpos 
cetónicos en pacientes diagnosticados con cáncer de vejiga debido a una derivación 
secundaria del acetil-CoA una vez se encuentra saturado el ciclo de Krebs por falta de 
oxalacetato, lo que podría explicar la aparición de hidroxicetona en nuestros 
resultados. Aunque el metabolismo anaeróbico de la glucosa se plantee como una vía 
clave para la obtención de ATP en tejidos tumorales, estos resultados apoyarían una 
mayor inclinación de estos tumores por una vía aeróbica (71). A su vez un posible 
aumento de glicerol en las muestras tumorales podría indicar un consumo de 
triglicéridos para la obtención de energía ya que este es el producto final de su 
metabolismo. También se han visto aumentados niveles de lípidos como el 




El siguiente en la lista de los metabolitos que aparecen correlacionados al 
fenotipo tumoral tenemos el hidroxitriazolam y el bisfenol A. El hidroxitriazolam es la 
forma hidroxilada del triazolam una benzodiacepina utilizada como sedante, mientras 
que el Bisfenol A es un tipo de policarbonato usado para la fabricación de plásticos por 
lo que se supone que este no es un metabolito que esté presente en tejido tumoral 
 También vemos un aumento de la concentración de oxoglutarato o alfa-
cetoglutarato presente en las células tumorales. Este metabolito es un intermediario 
del ciclo de los ácidos tricarboxílicos y está comprobado que puede encontrarse 
aumentado en los tumores de vejiga. Este intermediario a su vez interviene en otras 
vías como puede ser la síntesis de aminoácidos como la glutamina o como precursor de 
metabolitos reguladores en hipoxia mediante modificaciones epigenéticas o contribuir 
al estrés redox. (76) 
Figura 22: Imagen de la carnitina ejerciendo su función como transportador de ácidos grasos a la mitocondria. Imagen tomada de: https://biochemist01.wordpress.com 














 En el caso del glutatión hemos podido comprobar que se encuentra elevado en 
especies tumorales. Ciertos estudios revelan que su concentración se encuentra hasta 6 
veces aumentada en líneas celulares modelos de cáncer de vejiga como UCRU-BL-13 y -
17(63). La sobreexpresión del glutatión así como de ciertas enzimas antioxidantes es 
crucial para la supervivencia de las células tumorales  bajo el estrés oxidativo en las que 
se encuentran.  
 Además del cáncer de vejiga el aumento de glutatión es un marcador de células 
tumorales en general, lo que significa que no es algo específico para cáncer de vejiga. 
De hecho el glutatión se encuentra con unos niveles similares en otros tipos de cáncer 
como puede ser el cáncer de mama(77), de riñón(78), pulmón(79), ,hígado(80)  y 
próstata.(81) 
 
EL 5 aminoimidazol ribonucleotido es un intermediario que se encuentra en la 
ruta de síntesis de las purinas.(AIR). Su síntesis proviene de la formilglicinamida-
ribonucleótido  mediante la acción de la AIR sintetasa y el gasto de una molécula de 
ATP.  El rápido crecimiento de las células tumorales puede dar lugar a desregulaciones 
existentes en el metabolismo de nucleótidos(82) como en este caso y podrían 
provocarse acumulaciones en las rutas de síntesis de novo de purinas necesarias para la 
replicación celular. 
En cuanto a las muestras de tejido que aparecían separadas del resto de tejidos 
tumorales puede observarse que cuentan con un perfil metabolómico bastante 
diferente. Estos tejidos correspondían a la única paciente de sexo femenino en el 
Figura 23: Metabolismo del  oxoglutarato en condiciones normales, de mutación de la IDH1 y 2 o en condiciones de hipoxia. Imagen tomada de: Harris AL. A New Hydroxy Metabolite of 2-Oxoglutarate Regulates Metabolism in Hypoxia. Cell Metab . Elsevier Inc.; 2015;22(2):198–200 
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estudio y que jamás había sido fumadora ni tenía exposición a contaminantes 
químicos.  Estas razones nos permiten hacer la hipótesis que la generación del cáncer 
en este paciente es de un origen totalmente diferente al resto pudiendo ser provocado 
por otros motivos no relacionados con la exposición de carcinógenos. Mientras que en 
resto de los tumores vemos que son pacientes que han sido fumadores en gran parte 
de su vida o en su trabajo podrían estar expuestos a diferentes carcinógenos, por lo 
que suponemos que la generación del tumor se debe a ello, aunque quizás el hecho de 
que sea la única paciente de sexo femenino suponga una variación en su perfil 
metabolómico. Por supuesto se tratan de hipótesis que necesitarían ser confirmadas en 
estudios posteriores con una gama de pacientes más amplia y que abarcara ambos 























             5. Conclusiones 
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1. El cáncer de vejiga es uno de los cánceres con mayor incidencia a nivel mundial en el 
caso de los hombres. España presenta elevadas tasas de incidencia respecto a otros 
países de la Unión Europea. 
2. Existen una gran cantidad de factores de riesgo que pueden predisponer a la 
enfermedad, sobre todo factores ambientales asociados al contacto con compuestos 
carcinogénicos. 
3. El alto grado de recurrencia en pacientes con un cáncer de vejiga no músculo 
invasivo supone una gran carga económica para los sistemas sanitarios. 
4. Hoy en día no existen biomarcadores moleculares no invasivos con suficiente 
sensibilidad y especificidad para el diagnóstico y monitorización de pacientes con CaV. 
Esto conlleva una diminución en la calidad de vida de aquellos pacientes sometidos a 
un seguimiento exhaustivo mediante cistoscopias debido a la elevada tasa de 
recurrencia que presentan. 
5. Hay poca información sobre qué condiciones son las óptimas para el análisis de 
tejidos vesicales mediante MS. En nuestro protocolo se han establecido como 
condiciones óptimas para la extracción de metabolitos a partir de muestras tisulares 
vesicales el uso del PBS:MeOH (1:1) como disolvente y las siguientes condiciones de 
agitación del Precellys (4ºC:6000rpm, 10 x 3 ciclos, 30s pausa entre ciclos). 
6. Mediante un análisis de componentes principales de los extractos de las muestras 
tisulares vesicales tumorales y no tumorales se identificó un patrón de metabolitos 
asociado a un fenotipo tumoral, ya que estos fueron capaces de separarse en grupos 
bien diferenciados unos de otros. 
7. La identificación de metabolitos asociados a un fenotipo tumoral mostró ciertas 
moléculas importantes como puede ser la carnitina, el oxoglutarato, o el glutatión. 
Asociados con el fenotipo tumoral podemos destacar los que se encuentran 
relacionados con la reducción del estrés oxidativo como puede ser el glutatión, de gran 
importancia para la reducción de especies reactivas de hidrogeno, o el oxoglutarato 
cuyo papel en condiciones de hipoxia se encuentra ligado al oncogén myc. También 
podemos ver metabolitos relacionados con la obtención rápida de energía como la 
carnitina, que se encarga de transportar ácidos grasos a la mitocondria para llevar a 
cabo la beta oxidación con su respectiva producción energética. 
8. En las dos muestras tumorales de tejidos que vemos separadas del resto del grupo se puede observar que el perfil metabolómico que presentan es diferente. Esto podría estar provocado por el hecho de ser el único paciente de sexo femenino del grupo, aunque también puede ser por el hecho de que esta paciente jamás fue fumadora ni tuvo contacto en su trabajo con productos químicos potencialmente carcinogénicos. Estas observaciones requieren de estudios más completos para ser verificadas.  
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Consentimiento informado para la donación 
voluntaria de muestras biológicas para investigación
al biobanco del…
(1 de 6)
1. Identificación y descripción del procedimiento
El procedimiento que se le propone consiste en donar voluntariamente muestra/s biológica/s de 
……………………………………………………………….. Estas muestras biológicas se almacenarán en un biobanco y 
sólo podrán ser utilizadas en proyectos de investigación biomédica que previamente sean aprobados por 
los comités externos, ético y científico, a los que está adscrito el biobanco. 
Las muestras seguirán almacenadas en el biobanco hasta el fin de las existencias si no existe una 
revocación del presente consentimiento.
2. Objetivo
La finalidad del biobanco es recoger y almacenar muestras biológicas humanas para realizar proyectos 
de investigación biomédica o diagnósticos. Los resultados de dichos proyectos de investigación pueden 
derivar en el descubrimiento de nuevos métodos para el mejor diagnóstico de las enfermedades y de 
nuevas medicinas para tratarlas.
3. Condiciones de la donación 
Usted no recibirá ninguna compensación económica ni otros beneficios materiales por donar sus muestras. 
Sin embargo, si las investigaciones que se realicen tuvieran éxito, podrán ayudar en el futuro a pacientes 
que tienen su misma enfermedad o padecen otras enfermedades similares.
Las muestras de los tejidos y/o sangre que usted dona no serán vendidas o distribuidas a terceros con fines 
comerciales, pero los costes de obtención, conservación y envío de las muestras se repercutirán, sin ánimo 
de lucro, a quienes las utilicen.
La donación de muestras no impedirá que usted o su familia puedan hacer uso de ellas siempre que estén 
disponibles, cuando así lo requieran. 
En caso de producirse un eventual cierre del biobanco o revocación de la autorización para su constitución 
y funcionamiento, la información sobre el destino de las muestras estará a disposición en el Registro 
Nacional de Biobancos para Investigación Biomédica, con el fin de que pueda manifestar su conformidad 
o disconformidad con el destino previsto de las muestras.
4. Consecuencias previsibles de su realización
Se podría dar la circunstancia de ser contactado/a con el fin de recabar nueva información sobre su 
situación o de tomar una nueva muestra que pudiera ser interesante en el desarrollo de la investigación 
biomédica, en cuyo caso volverá a ser informado/a de la situación y tendrá la libertad de participar o 
rechazar dicha participación. Por tal motivo, es importante que comunique al Servicio de Admisión del 
centro FUTUROS CAMBIOS DE DIRECCIÓN y números de TELÉFONO, ya que es la única vía para poder 
contactar con usted.
Es posible que se obtenga información relativa a su salud derivada del desarrollo de los proyectos de 
investigación y, en particular, datos genéticos con relevancia clínica. En este sentido, puede solicitar  la 
información relativa a su salud derivada del estudio de las muestras donadas. Para ejercer este derecho, 
tiene a su disposición en el biobanco el correspondiente formulario de solicitud.
La información que se obtenga puede ser relevante también para sus familiares biológicos. Es decisión 
suya informarles – algo que nosotros le aconsejamos - con el fin de que, si ellos lo desean, puedan ser 
estudiados y valorar así cual es el riesgo personal y sus opciones de salud en un futuro. 
Cuando esta información, según criterio médico, sea necesaria para evitar un grave perjuicio a la salud de 
sus familiares biológicos, previa consulta del comité asistencial, se les informará de ello. 
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5. Derecho de revocación del consentimiento
La decisión de donar sus muestras es totalmente voluntaria. Usted puede negarse a donarlas e incluso puede 
revocar su consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar ninguna explicación y sin que ello tenga 
ninguna repercusión en la atención médica que recibe en el Centro.
Si revoca el consentimiento que ahora presta, la parte de las muestras que no se hayan utilizado en la 
investigación, podrá decidir que sean destruidas o anonimizadas. Tales efectos no se extenderán a los datos 
resultantes de las investigaciones que ya se hayan llevado a cabo antes de la revocación de su consentimiento.
6. Riesgos
La donación de sangre apenas tiene efectos secundarios; lo más frecuente es la aparición de pequeños 
hematomas en las zonas de punción que desaparecen transcurridos 1 ó 2 días. 
7. Protección de datos personales y confidencialidad
Los datos personales y de salud obtenidos de su historia clínica o equivalente serán incorporados y tratados 
en una base de datos que cumple con las garantías que establece la legislación sanitaria y sobre protección 
de datos de carácter personal.
La cesión a otros centros de investigación, públicos o privados, de sus muestras o de sus derivados, así como 
de la información contenida en las bases de datos vinculada a las mismas y a su estado de salud, se realizará 
mediante un procedimiento de disociación, esto es, suprimiendo la información personal que la identifica y 
sustituyéndola por un código. 
Es posible que en el desarrollo de un proyecto de investigación se genere mucha información genética de 
sus muestras. Si los resultados fueran relevantes desde el punto de vista científico, la información obtenida, 
desligada de cualquier dato que pueda permitir su identificación por medios razonables, podría ser remitida 
para su inclusión en bases científicas y demás medios de difusión de contenido científico a los que tendrán 
acceso, con carácter restringido, investigadores científicos.
El biobanco en el que se custodiarán sus muestras forma parte de la Red Valenciana de Biobancos cuya 
coordinación es llevada a cabo por el Centro Superior de Investigación de Salud Pública de la Comunitat 
Valenciana.
Como consecuencia de lo anterior, el ente coordinador de la Red Valenciana de Biobancos, esto es, el Centro 
Superior de Investigación en Salud Pública de la Comunitat Valenciana, tendrá acceso a sus datos personales 
y a la información clínica asociada a la muestra donada voluntariamente, con el único fin de cumplir con 
las labores atribuidas a la Red Valenciana de Biobancos en virtud de la legislación vigente. En particular, el 
eventual acceso a sus datos personales por parte de la Red Valenciana de Biobancos tendrá como finalidad 
poder coordinar de la manera más eficiente posible desde el punto de vista científico la información obtenida 
por los biobancos adscritos a la Red Valenciana de Biobancos, mediante la gestión y coordinación del Sistema 
de Gestión de la Información de la Red Valenciana de Biobancos, así como la coordinación de las actividades 
desarrolladas por los biobancos, todo ello de acuerdo con la normativa aplicable.
Podrá ejercitar sus derechos de acceso, rectificación, cancelación y oposición, para lo cual tiene en el 
biobanco el correspondiente formulario de solicitud. En dicho escrito, deberá adjuntar copia de su DNI para 
que el Centro responsable de sus datos pueda comprobar su identidad. 
8. Seguro
Los profesionales de enfermería que colaboran con el biobanco tienen un seguro de responsabilidad civil con 
___________________________________________ , concertado con ________________________ 
Poliza Nº:_____________________que cubre el acto profesional, en este caso la extracción, y por tanto 

















D./Dª .................................................................  de  ................ .años de edad, con domicilio en ..................................
.............................................................................................................................................................................................., 
                                                                                                                                                                                                                                                      
DNI ................................................ y nº de SIP  ................................................           
D./Dª .................................................................  de  ................  años de edad, con domicilio en..................................
.............................................................................................................................................................................................., 
                                                                                                                                                                                                                   
DNI ................................................ en calidad de representante (en caso de minoría legal o incapacidad) 
del paciente con DNI  ................................................ y nº de SIP ................................................ .                                                  
                                                                                                                                                                                                                
DECLARO
He leído la hoja de información que se me ha entregado.
He sido informado por el profesional de salud abajo mencionado sobre la donación de muestras a un 
biobanco.
He comprendido las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje claro y sencillo.
He podido realizar observaciones y me han sido aclaradas todas las dudas que he planteado.
He comprendido que la donación de muestras a un biobanco es voluntaria y puedo revocar mi 
consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis 
cuidados médicos.
Que libre y voluntariamente acepto la realización de la donación voluntaria de:
      Una/s muestra/s de ........................................................................................................................................................ 
........................................................................................................................................................                                                                                                    
Que puedo incluir restricciones sobre el uso de las mismas: ...................................................................................
..................................................................... ............................................................................................................................ 
    
            
CONSIENTO
Que el Hospital u otros centros de investigación, públicos o privados, utilicen mis datos y las muestras 
donadas en las condiciones establecidas en la hoja de información.
Que el ente coordinador de la Red Valenciana de Biobancos pueda acceder a mis datos, en la medida en 
que sea necesario y manteniendo siempre su confidencialidad. 








En condición de: .....................................................
En ............................................................................  a  ............ de ..................................................... de 20..............  
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EJEMPLAR PARA EL BIOBANCO
 EJEMPLAR PARA EL DONANTE
Consentimiento informado para la donación voluntaria 




D./Dª .................................................................  de  ................ .años de edad, con domicilio en ..................................
.............................................................................................................................................................................................., 
                                                                                                                                                                                                                                                      
DNI ................................................ y nº de SIP  ................................................           
D./Dª .................................................................  de  ................  años de edad, con domicilio en..................................
.............................................................................................................................................................................................., 
                                                                                                                                                                                                                   
DNI ................................................ en calidad de representante (en caso de minoría legal o incapacidad) 
del paciente con DNI  ................................................ y nº de SIP ................................................ .                                                  
                                                                                                                                                                                                                
DECLARO
He leído la hoja de información que se me ha entregado.
He sido informado por el profesional de salud abajo mencionado sobre la donación de muestras a un 
biobanco.
He comprendido las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje claro y sencillo.
He podido realizar observaciones y me han sido aclaradas todas las dudas que he planteado.
He comprendido que la donación de muestras a un biobanco es voluntaria y puedo revocar mi 
consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis 
cuidados médicos.
Que libre y voluntariamente acepto la realización de la donación voluntaria de:
      Una/s muestra/s de ........................................................................................................................................................ 
........................................................................................................................................................                                                                                                    
Que puedo incluir restricciones sobre el uso de las mismas: ...................................................................................
..................................................................... ............................................................................................................................ 
    
            
CONSIENTO
Que el Hospital u otros centros de investigación, públicos o privados, utilicen mis datos y las muestras 
donadas en las condiciones establecidas en la hoja de información.
Que el ente coordinador de la Red Valenciana de Biobancos pueda acceder a mis datos, en la medida en 
que sea necesario y manteniendo siempre su confidencialidad. 








En condición de: .....................................................
























D./Dª .................................................................  de  ................ .años de edad, con domicilio en ..................................
.............................................................................................................................................................................................., 
                                                                                                                                                                                                                                                      
DNI ................................................ y nº de SIP  ................................................           
D./Dª .................................................................  de  ................  años de edad, con domicilio en..................................
.............................................................................................................................................................................................., 
                                                                                                                                                                                                                   
DNI ................................................ en calidad de representante (en caso de minoría legal o incapacidad) 
del paciente con DNI  ................................................ y nº de SIP ................................................ .                                                  
                                                                                                                                                                                                                
DECLARO
He leído la hoja de información que se me ha entregado.
He sido informado por el profesional de salud abajo mencionado sobre la donación de muestras a un 
biobanco.
He comprendido las explicaciones que se me han facilitado en un lenguaje claro y sencillo.
He podido realizar observaciones y me han sido aclaradas todas las dudas que he planteado.
He comprendido que la donación de muestras a un biobanco es voluntaria y puedo revocar mi 
consentimiento en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis 
cuidados médicos.
Que libre y voluntariamente acepto la realización de la donación voluntaria de:
      Una/s muestra/s de ........................................................................................................................................................ 
........................................................................................................................................................                                                                                                    
Que puedo incluir restricciones sobre el uso de las mismas: ...................................................................................
..................................................................... ............................................................................................................................ 
    
            
CONSIENTO
Que el Hospital u otros centros de investigación, públicos o privados, utilicen mis datos y las muestras 
donadas en las condiciones establecidas en la hoja de información.
Que el ente coordinador de la Red Valenciana de Biobancos pueda acceder a mis datos, en la medida en 
que sea necesario y manteniendo siempre su confidencialidad. 








En condición de: .....................................................
En ............................................................................  a  ............ de ..................................................... de 20..............  
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EJEMPLAR PARA EL CENTRO
 Revocación del consentimiento
Revoco el consentimiento prestado en fecha ....................... de ................................. de 2........................ y no 
deseo proseguir el tratamiento que doy con esta fecha por finalizado.
En ................................................ a ........................ de ..................................... de 2...............








Consentimiento informado para la donación voluntaria 




Revoco el consentimiento prestado en fecha ....................... de ................................. de 2........................ y no 
deseo proseguir la donación voluntaria que doy con esta fecha por finalizada.
A completar por el donante:
Fdo.: D./Dª .................................................................
DNI: ............................................................................




En condición de: .....................................................
En ............................................................................  a  ............ de ..................................................... de 20.............. 
